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1 

^uTSnL?fAT?S IVES ° E L ' AP0LIP0PR0TEINE A ™ HUMAINE, LEUR PREPARATION ET 

La presente invention concerne des polypeptides derives de rapolipoproteine 
ATV humaine (apoAI), les sequences nucleotidiques codant pour ces polypeptides, 
5 leur preparation etleur utilisation. 

L'apolipoproteine ATV (apoAIV) est une proteine constituee de 376 acides 
amines, ayant une masse moleculaire de 46 000 daltons. Les sequences peptidiques 
et nucleotidiques de 1'apoAIV, ainsi que la position des helices sont representees sur 
les sequences SEQ ID n° 1 et 2. L'apoAIV est un composant majeur des 
chylomicrons secretes dans la lymphe, mais elle presente la particularite d'etre 
, majoritairement sous forme non associee avec des lipoproteines dans le plasma (R.B. 
Weinberg et Coll., 1983, J. Lipid. Research, 24 : 52-59). Par ailleurs, 1'apoAIV 
plasmatique est polymorphe, bien que la nature de ce polymorphisme soit encore 
inconnue (G. Utermann et Coll., 1982, J. Biol. Chem. 257 : 501-507). Le role 
15 physiologique de 1'apoAIV demeure egalement assez peu connu. On sait qu'elle peut 
activer in vitro la lecithm-cholesterol-acyltransferase (LCAt) (Steinmetz et Coll., 
1985, J. Biol. Chem., 260 : 2258-2264) et qu'elle peut, comme l'apoUpoproteine AI, 
interferer avec la fixation des particules de HDL sur les cellules endotheliales 
aortiques bovines (Savion et Coll., 1987, Eur. J. Biochem., 257 : 4171-4178). Ces 
20 deux activites semblent indiquer que 1'apoAIV intervient tres vraisemblablement 
comme mediateur du transport inverse du cholesterol. 

La presente invention resulte du choix de la demanderesse d'utiliser 
rapolipoproteine ATV comme molecule cible pour l'etude des facteurs influengant le 
transport inverse du cholesterol. La presente invention repose plus precisement sur 

25 l'utilisation de TapoAIV pour la preparation de produits nouveaux, permettant, par de 
nouvelles therapies, de hitter contre les hypercholesterolemies et les effets qui y sont 
associes, tels que ratherosclerose. 

Plus precis6ment, la presente invention fournit des polypeptides derives de 
1'apoAIV, et permet ainsi d'exploiter pharmacologiquement les proprietes de cette 

30 proteine. La presente invention a done pour objet des polypeptides derives de 
l'apolipoproteine AIV humaine. D peut s'agir en particulier de polypeptides ayant une 
stabilite plasmatique accrue par rapport a la proteine native (sensibilite plus faible 
aux mecanismes physiologiques d'elimination ou de degradation), et par consequent 
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une duree de, vie plus longue. II peut egalement s'agir de polypeptides ayant tine 
activite stimulatrice de Tefflux du cholesterol ceMaire, et done favorisant le 
transport inverse du cholesterol, conduisant a decharger les cellules ayant accumulS 
du cholesterol dans le contexte de la formation d r une plaque d'atherome. H peut 

5 egalement s'agir de polypeptides possedant seulement une ou plusieurs des propri6t£s 
de TapoAIV. En particulier, il peut s'agir par exemple de polypeptides capables de 
lier les recepteurs cellulaires, mais ne possedant pas ractivite stimulatrice de l'efflux 
du cholesterol cellulaire. En outre, il peut egalement s'agir de polypeptides 
d§pourvus des activity de TapoAIV. De tels polypeptides peuvent en effet presenter 

10 des utilites therapeutiques (generation d'anticorps, etudes structure-fonction, etc). 

Preferentiellement, les polypeptides de Knvention sont capables de lier le 
recepteur HDL. 

Encore plus preferentiellement, les polypeptides sont capables de lier le 
recepteur HDL et de stimuler un efflux de cholesterol. 

15 Les polypeptides selon Tinvention peuvent etre de plusieurs types. H peut 

s'agir, par rapport a TapoAIV humaine, de derives de mutation ou de substitution, de 
derives de deletion ou de derives ^addition. II est entendu que la presente invention 
couvre egalement les polypeptides comportant plusieurs types de modifications, tels 
que par exemple des derives de mutation et de deletion, des derives de deletion et 

20 ^addition, eta 

Plus preferentiellement, Tinvention a pour objet des polypeptides non- 
naturels d6riv€s de Tapolipoproteine AIV hximaine comprenant, par rapport a la 
sequence de Tapolipoproteine AIV humaine SEQ ID n° 2, au moins une des 
modifications suivantes : 

25 (a) une mutation ponctuelle portant sur un residu f onctionnel, el/ou, 

(b) une deletion tfune extrernite terminale tfau moins 10 acides aminfe, et/ou, 

(c) une deletion tfune h61ice ou tfune pake dlielices, et/ou, 

(d) une partie additionnelle heterologue possedant une activite biologique differente 
ou complementaire de celle de TapoAIV, ou une propriety de marqueur, de cibleur 

30 ou de stabilisateur. 

Dans un mode particulier, les polypeptides de Tinvention comprennent au 
moins une modification selon (a) et (b) . 

Dans un autre mode particulier, les polypeptides de Tinvention comprennent 
au moins une modification selon (a) et (c). 
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Dans un autre mode particulier, les polypeptides de l'invention comprennent 
tine modification selon (a), (b) ou (c) associee a une modification selon (d). 

Les derives de mutation comprennent generalement une mutation ponctuelle 
(suppression d'iin acide amine, ou modification d'un acide amine, ou ^emplacement 
5 dun acide amine par un autre), ou double (modification d'une paire decides amines). 
Les mutations choisies tiennent compte de la position des residus mutes dans teurs 
h61ices respectives, et tendent a priori a modifier les groupements fonctionnels sans 
trop perturber la structure de l'h61ice conceniee, et done du polypeptide. Au sens de 
la prfcsente invention, on entend par residu fonctionnel les residus susceptibles d'etre 

10 impliquSs dans l'activite de 1'apoAIV, soit au niveau de Interaction avec le 
recepteur, soit au niveau de la transmissioj[i d ! un signal (tel que pair exemple la 
stimulation de Tefflux du cholesterol). Les r&sidus preferes sont g6neralement les 
residus charges, qui possedent un effet potentiel dans l'interaction du polypeptide 
avec son recepteur. De tels residus peuvent etre remplacSs par d'autres, apolaires, ou 

15 modifies chimiquement par suppression ou ajout d'une charge. Les residus 
glycosyles et les residus impliqu&s dans la formation de ponts disulfure (cysteine) 
constituent d'autres residus preferes. 

Preferentiellement, les polypeptides de l'invention poss&tent par rapport a 
TapoAlV humaine telle que representee sur la sequence SEQ ID n° 2 au moins une 

20 mutation sur Tun des rfesidus suivants : acide aspartique en position 5, 44, 106, 153 ; 
glutamine en position 37, 194 ; asparagine en position 39 ; lysine en position 73, 84, 
103, 169, 178 ; acide glutamique en position 76, 81, 87, 99, 131, 164, 187, 230 ; 
alanine en position 22 ; proline en position 139, 161 ; et serine en position 154. 

Plus pref 6rentiellement, 1'acide aspartique petit §tre remplace par un residu 

25 S, K, A, F ou G ; la glutamine par un residu T, K ou F ; l'asparagine par un residu A 
ou D ; la lysine par un residu G, E, T, D, A, Y, H ou F ; 1'acide glutamique par un 
residu S, R, F, K, A, G, N, ou Q ; Talanine par un residu R ou E r la proline par un 
r6sidu R ou G ; et la serine par un residu E ou R (les lettres correspondent a un acide 
amine selon le code reconnu). 

30 Les polypeptides de l'invention peuvent etre des derives de deletion. Dans 

ce cas, la ou les deletions peuvent porter sur une extremite de la proline (ex- 
terminate ou N-terminale). A cet egard, certains polypeptides de l'invention sont des 
fragments d'apoAIV, obtenus par delation de parties importantes de la proteine. 
Preferentiellement, les polypeptides de l'invention possedent par rapport a 1'apoAIV 
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humaine des deletions terminales d'au moins 10 acides amines. La ou les d6I6tions 
peuvent 6galement porter sur des regions internes de TapoAIV, et notamment sur des 
helices entieres ou sur des paires d'helices. 

Un autre type de polypeptides selon Tinvention est represent^ par des 
5 derives d'addition. En particulier, Tinvention concerne les polypeptides comprenant 
tout ou partie de TapoAIV et un element supplemental tel qu'un marqueur, un 
cibleur, un stabilisant ou un autre element actif • Comme marqueur de purification, 
on peut citer a titre d'exemple le decapeptide tag de sequence MRGS(H)6 decrit par 
Hochuli et al (Bio/technoL (1988) 1321). Comme illustre dans les exemples, ce 
10 decapeptide peut etre fusionnS en N-terminal de TapoAIV ou d ! un derive tel que 
defini ci-avant, permettant ainsi une purification tres rapide en une etape, sans 
affecter les capacites de production dudit polypeptide. 

A titre tfexemples specifiques de polypeptides selon l'invention, on peut 
citer pref erentiellement les polypeptides suivants : 
15 - polypeptide P(AN13,R93G) : polypeptide possedant une deletion des 13 

acides amines N-terminaxix (AN13) et une glycine au lieu tfune arginine en position 
93 (R93G). 

- polypeptides P(AN13) : polypeptide possedant une deletion des 13 acides 
amines N-terminaux r et sa version tag P(tagAN13). 

20 - polypeptide P(R93G) : polypeptide possedant une glycine au lieu d'une 

arginine en position 93. 

- polypeptides P(AC44) : polypeptide possedant une deletion des 44 acides 
amines C-terminaux, et sa version tag. 

- polypeptide P(AC194) : polypeptide possedant une deletion des 194 
25 derniers acides aminfe. 

- polypeptide P(AN182) : polypeptide possedant une deletion des 182 
premiers acides amines. 

- polypeptides P(Ahl-2) : polypeptide possedant une deletion des helices 1 
et 2 telles que representees sur la SEQ ID n° 2 (residus D14 a V62), et sa version tag. 

30 - polypeptides P(Ah7-8) : polypeptide possedant une deletion des helices 7 

et 8 telles que presentees sur la SEQ ID n° 2 (residus P162 a A205), et sa version 
tag. 
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- polypeptides P(Ah9-10) : polypeptide possedant une deletion des helices 9 
et 10 telles que presentees sur la SEQ ID n° 2 (residus P206 a A249), et sa version 
tag. 

- polypeptides P(Ahll-12) : polypeptide possedant une deletion des helices 
5 11 et 12 telles que presentees sur la SEQ ID n° 2 (residus P250 a E289), et sa version 

tag. 

- polypeptide P(Ahll-12,L87M) : polypeptide possedant une deletion des 
helices 11 et 12 telles que representees sur la SEQ ID n° 2 (Ahll-12), et une 
methionine au lieu d'une leucine en position 87 (L87M). . 

10 - polypeptides P(Ahl3-14) : polypeptide possedant une deletion des helices 

13 et 14 telles que presentees sur la SEQ ID n° 2 (residus P290 & N333), et sa 
version tag. 

- polypeptides P(Ah5-6) : polypeptide possedant une deletion des helices 5 
et 6 telles que representees sur la SEQ ID n° 2 (residus P118 a R161), et sa version 

15 tag. 

- polypeptide P(D44F) : polypeptide possedant une phenylalanine au lieu 
d'un acide aspartique en position 44. 

- polypeptide P(D44A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'un 
acide aspartique en position 44. 

20 - polypeptide P(D5S) : polypeptide possedant une serine au lieu d'un acide 

aspartique en position 5. 

- polypeptide P(D5K) : polypeptide possedant une lysine au lieu d'un acide 
aspartique en position 5. 

- polypeptide P(K178Y) : polypeptide possedant une tyrosine au lieu d'une 
25 lysine en position 178. 

- polypeptide P(K178A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'une 
lysine en position 178. 

- polypeptide P(E230K) : polypeptide possedant une lysine au lieu d'un 
acide glutamique en position 230. 

30 De tels polypeptides selon l'invention presentent un interSt pharmaceutique . 

important, notamment dans le traitement et/ou la prevention de ratherosclerose. 
L'atherosclerose est une maladie qui se caracterise par la formation de plaques 
lipidiques ou fibro-lipidiques dans l'intima de l'aorte, des arteres coronaires et de la 
carotide essentiellement Ces plaques, plus ou moms calcifiees selon l'avancement du 

35 processus, peuvent etre jumelees a des lesions, et sont creees par raccumulation dans 
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les arteres de depots graisseux constitues essentiellement d'esters de cholesterol. Ces 
plaques provoquent alors un epaississement de la paroi artSrielle, avec hypertrophie 
du muscle lisse, apparition de cellules spumeuses et accumulation de tissu fibreux. 
La plaque atheromateuse est ties nettement en relief sur la paroi, ce qui lui confere 
5 un caractere stenosant responsable des occlusions vasculaires par atherome, 
thrombose ou embolie, qui surviennent chez les patients les plus atteints. 

La formation d'une plaque d'atherome resulte done de la conjugaison de 
differents facteurs, (i) un excSs de cholesterol plasmatique, dont proviennent les 
depots arteriels, et (ii) un defaut de regulation entre influx et efflux de cholesterol au 
10 niveau des tissus peripheriques, en f aveur d'une accumulation intracellulaire. 

Compte tenu de leur propriety, les polypeptides selon l'invention peuvent 
, notamment permettre de ralentir la formation des plaques d'ath§rome, d'induire la 
regression des plaques d'atherome, et de diminuer le risque d'incidence d'accidents 
coronariens. 

15 Les polypeptides de l'invention peuvent etre obtenus de difKrentes fagons, 

et notamment par voie chimique et/ou gen6tique. 

Dans le cas de la preparation par voie chimique, les polypeptides de 
1'invention peuvent etre obtenus soit entierement par synthese chimique, soit par 
modifications chimique ou enzymatique de la proteine native* Dans ce dernier cas, 

20 differents agents chimiques ou enzymatiques peuvent etre utilises, permettant de 
modifier des residus (derives de mutation), de marquer des residus (derives 
d!addition) ou de fragmenter la proteine (derives de deletion). Parmi les agents 
chimiques permettant de modifier ou marquer des acides amines, on peut citer plus 
particulierement le sulf o-NHS-acetate, qui permet Tacylation des amines primaires et 

25 surtout des lysine ; le tetranitromethane qui introduit un groupement nitrate sur les 
tyrosines, ou encore le N-bromo-succinimide qui oxyde les residus tryptophane. 
Parmi les agents chimiques et enzymatiques permettant de couper des liaisons 
peptidiques, on peut citer plus particulierement le bromure de cyanogene, le 
iodosobenzoate, la trypsine, la chymotrypsine, la thermolysine ou encore la 

30 proendopeptidase. 

Comme indique plus haut, ces traitements peuvent etre appIiquSs aussi bien 
sur le polypeptide produit d'une synthese chimique que sur le polypeptide natif . De 
plus, ces traitements peuvent egalement etre appliques aux polypeptides obtenus par 
vois genetique, et de ce fait, comportant deja certaines modifications. 
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Dans le cas de la preparation par voie gen&ique, les polypeptides de 
Tinvention sont obtenus par modification au niveau des sequences nueleotidiques 
codantes, et expression desdites sequences dans un hote cellulaire. 

A cet egaid, la presente invention a egalement pour objet les sequences 
5 nueleotidiques codant pour les polypeptides d6crits plus haut II peut s'agir de 
sequences d'ADN, de sequences d'ARN, de sequences synthetiques, semi- 
synthetiques, hybrides, etc. Ces sequences peuvent etre utilis6es : 

- pour la production des polypeptides de Tinvention par expression dans un 
hote cellulaire, 

10 - comme composition pour des therapies geniques, 

- pour la realisation de sondes marquees permettant Identification de 
polypeptides apparent^ ou la mise en evidence d'une expression des polypeptides de 
Tinvention, 

- pour la preparation de nouveaux vecteurs de clonage ou d'expression 
15 comportant ces sequences, ou encore, 

- pour la preparation de nouvelles cellules eucaryotes ou procaryotes 
recombinantes ou d'animaux transgeniques contenant ces sequences ou ces vecteurs. 

Les sequences nueleotidiques de Tinvention peuvent 6tre obtenues 'ft partir 
d'une sequence codant pour TapoAIV, par differentes techniques telles que 

20 notamment par decoupage genetique, mutagenese, ou tout autre traitement alterant la 
structure des acides nucleiques, Les techniques les plus connues de Thomme du 
metier sont mentionnees ci-apres dans les techniques generales de clonage. Le detail 
de la synthese des sequences nueleotidiques de Tinvention est donne dans la partie B/ 
des exemples. La sequence de TapoAIV humaine utilisee dans Tinvention a ete 

25 obtenue a partir rfun clone genomique contenant le fragment Kpnl-HindlH de la 
sequence du gene humain de TapoAIV, qui contient la fin de Tintron 2, la totalite de 
Texon 3 ainsi que la sequence 3 1 non traduite. Ce clone ne contenait done pas, en 
particulier, les deux premiers exons du gene de TapoAIV humaine (Elshourbagy et 
coll. J.B.C. (1987) 262:7973). La sequence complete a ete obtenue par : 

30 - synthese chimique de Textremite 5 1 de la sequence de TapoAIV, de sorte . 

que ce fragment synthetique contienne les codons comespondant a la partie de la 
proteine mature codee par les deux premiers exons du gbne humain, et egalement les 
premiers nucleotides de la region 5' de Texon 3 s'etendant jusqu'au site BstEH ^ puis, 
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- la liaison de ce fragment synthetique a un fragment d'ADN contenant le 
restant de la sequence du gene de Tapolipoproteine AIV situSe apres le site BstEII, 
utilise pour effectuer la jonction au nucteotide prds. 

Le detail de ces etapes est donne dans la partie A/ des exemples. 

5 La presente invention a egalement pour objet tin procede de preparation des 

polypeptides de Finvention decrits plus haut Ce procede consiste & realiser les etapes 
suivantes : 

- dans une premiere etape, on introduit dans une cellule une sequence 
nucleotidique telle que definie plus haut cod ant pour un polypeptide de l'invention, 

10 - dans une deuxieme etape, on cultive la cellule ainsi obtenue dans des 

conditions d'expression de ladite sequence nuclfotidique et, 

- dans une troisieme etape, on r6cupere le polypeptide produit 

Plus particulierement, lors de la premiere etape du procede de 
l'invention, la sequence nucleotidique peut §tre introduite dans la cellule par 

15 differentes techniques. Notamment, Introduction peut etre effectuee par 
transformation, conjugaison, ou electroporation. 

S'agissant de la transformation, differents protocoles ont ete decrits dans 
Tart anterieur. En particulier, elle peut etre realisee en traitant les cellules entires en 
presence d'acetate de lithium et de polyethylene glycol selon la technique d6crite par 

20 Ito et al. (J. BacterioL 152 (1983) 163-168), ou en presence Methylene glycol et de 
dimethylsulfoxyde selon la technique de Durrens et al. (Curr. Genet lfi (1990) 7). 
La transformation peut encore etre effectu6e selon la technique decrite par Dagert at 
al. (Gene £ (1979) 23-28) par traitement avec une solution de CaCl2 puis choc 
thermique. Un protocole alternatif a egalement ete d6crit dans la demande de brevet 

25 EP 361 991. 

S'agissant tfelectroporation, la technique decrite par Karube et al. (FEBS 
Letters 182 (1985) 90) peut avantageusementetreutilis6e. 

Le choix de Tune ou de Tautre de ces methodes est etabli notamment en 
f onction de lliote choisi. 
30 Parmi les hotes eucaryotes utilisables dans le proced§ de Tinvention, on peut 

citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant 
de levures, on peut citer les levures du genre Saccharomvces. Klvyveron^ceg, Pkfote 
pastoris. Schwanntomvces. ou Han^nula. S'agissant de cellules animales, on peut 
citer les cellules COS, CHO, C127, etc. Parmi les champignons susceptibles d'etre 
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utilises dans la presente invention, on peut citer plus particulierement Aspergillus 
ssp. ou Trichoderma ssp. 

Parmi les hotes procaryotes utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer les bacteries suivantes Rcoli. Bacillus, ou Streptomyce^ 

5 Dans un mode pr£f6re de Tinvention, le procede est mis en oeuvre en 

utilisant comme cellule hote une cellule procaryote. 

Encore plus preferentiellement, le procede de Tinvention est mis en oeuvre 
en utilisant comme cellule hote la bacterie Rcoli . 

Generalement, la sequence nucleotidique utilisee est une sequence 

10 g&iomique, une sequence d'ADNc, une sequence sequence hybride, etc. Pour une 
meilleure mise en oeuvre de l'invention, on pref ere cependant utiliser un ADNc (Cf 
exemple A/). Par ailleurs, cette sequence nucleotidique comprend generalement une 
region de demarrage de la transcription et de la traduction jointe A Textremite 5' 
terminale de la sequence codante, de fagon a diriger et a reguler la transcription et la ' 

15 traduction de ladite sequence. Le choix de ces regions peut varier en fonction de 
Thote utilise. En particulier, chez les bacteries telles que RcolL on peut utiliser le 
promoteur de Top&on tryptophane (Ptrp), ou les promoteurs gauche et droit du 
bacteriophage lambda (PL, PR) ou encore le promoteur du gdne 10 du bacteriophage 
T7. 

20 Par ailleurs, la sequence nucleptidique fait preferentiellement partie d ! un 

vecteur, qui peut etre a replication autonome ou int6gratif . Plus particulierement, des 
vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en utilisant des sequences a 
replication autonome chez Thote choisi. A titre tfexemple, chez la levure, il peut 
s'agir d'origines de replication derivees de plasmides : pKDl (EP 241 435) ou bien 

25 de sequences chromosomiques (ARS) et chez la bacterie, il peut s'agir d'origines de 
replication derivees de plasmides (pBR322, pET3, etc). S'agissant des vecteurs 
integratifs, ceux-ci peuvent etre prepares par exemple en utilisant des sequences 
homologues a certaines regions du genome de lTiote, permettant, par recombinaison 
homologue, Tintegration du vecteur. A cet egard, Tutilisation d'ADNr permet xme 

30 integration multiple de 1' ADN exogene, et done sa presence en plus grand nombre de 
copies par cellules. 

Dans un mode prefere, la sequence nucleotidique comprend, en amont de la 
sequence codante, ou, le cas echeant, entre la region de demarrage de la transcription 
et de la traduction et la sequence codante, une sequence "leader" dirigeant le 
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polypeptide naissant dans les voies de secretion de Thote utilise. Cette sequence 
"leader" peut etre la sequence "leader" de TapoAIV, mais il peut egalement s'agir 
d'une sequence heterologue (issue d'un gene codant pour une autre proteine) ou 
meme artif icielle. Le choix de Tune de ces sequences est notamment guide par rhote 
5 utilise. 

Les polypeptides de la presente invention peuvent ensuite etre isoles du 
milieu de culture par toute technique connue de Thomme du metier. Plus 
particulierement, la partie C/ des exemples decrit un procMe permettant de purifier 
dans les conditions natives, c'est-a-dire sans aucune etape de denaturation, les 

10 polypeptides de Tinvention. 

Un autre objet de Tinvention concerne des compositions pharmaceutiques 
comportant un ou plusieurs polypeptides selon Tinvention ou une ou plusieurs 
sequences nucleotidiques selon Tinvention. 

Pref erentiellement, de telles compositions sont destinees au traitement ou a 

15 la prevention des affections li6es aux hypercholesterolemies. 

Encore plus pr6f erentiellement, Tinvention a pour objet des compositions 
pharmaceutiques comportant un ou plusieurs polypeptides selon Tinvention, ou une 
ou plusieurs sequences nucleotidiques selon Tinvention, destinees au ralentissement 
de la formation de plaques d'atherome, et/ou a la regression des plaques d'atherome 

20 et/ou a la diminution des risques d'accidents coronariens. 

De plus, la presente invention a egalement pour objet Tutilisation des 
polypeptides decrits ci-avant pour la realisation de molecules de structure non- 
peptidique ou non exclusivement peptidique possedant le meme type tfactivite. A cet 
egard, Tinvention concerne l\itilisation d'un polypeptide de Tinvention tel que decrit 

25 ci-avant pour la preparation de molecules non-peptidiques, ou non exclusivement 
peptidiques, actives pharmacologiquement sur les niveaux plasmatiques de 
cholesterol, par determination des elements structuraux de ce polypeptide qui sont 
importants pour son activite, et reproduction de ces elements par des structures non- 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques. L'invention a aussi pour objet des 

30 compositions pharmaceutiques comprenant une ou plusieurs molecules ainsi 
preparees. 

La presente invention sera plus completement d§crite k Taide des exemples 
suivants, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatif s. 
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LEGENDEDES FIGURES 

Figure 1 : Structure et construction du plasmide pXL1697. 
Figure 2 : Structure des plasmides pXL1872 et pXL1867. 
Figure 3 : Structure des plasmides pXL1696 et pXL2051. 

5 TECHNIQUES GENERALES D E CLQN AGE 

Les techniques classiques de purification de plasmides, de preparation des 
cellules competentes pour la transformation par la methode au CaCl 2 , sont d6crites 

dans le manuel de laboratoire : T. Maniatis et Coll., Molecular cloning, 1982, Cold 
Spring Harbor Laboratory. Les sequences d'ADN ont et6 d6terminees par la methode 
10 de Sanger (Smith AJ.H., 1980, Methods in EnzymoL 65 : 499-559). Les protocoles 
de clonage dans M13 sont decrits (Messing et Coll, 1981, Nucleic Acid Res. 9 : 
309-321). Les endonucleases de restriction (New England Biolabs) ont ete utilises 
selon les conseils du f abricant Le tampon utilise pour les ligatures a la composition 
suivante : Tris-HCl 50 mM, MgCl 2 10 mM, DTT 15 mM, ATP 1 tnM, pH 7,5. Le 

15 tampon de phosphorylation des oligonucleotides a la composition suivante : 
Tris-HCl 5 mM, MgCl 2 1 mM, DTT 0,6 mM, pH 7,5. La mutagendse dirigee in vitro 

par oligodesoxynucleotides est effectuee selon la methode developpee par Taylor et 
al. (Nucleic Acids Res. 12 (1985) 8749-8764) en utilisant le kit distribue par 
Amersham. 

20 A - SYNTHESE ET ASSEMBLAGE DE LA SEQUENCE COD ANTE DE 
V APOLIPOPROTEINE AIV ET PREPARATION DES VECTEURS. 

Al - Svnthese et assemblage de la sequence codan te de l'ApoAIV. 

La sequence nucleotidique du gene de Tapolipoproteine AIV decrite dans la presente 
invention diff ere des sequences de cDNA publiees precedemment (voir en particulier 

25 la liste des sequences cDNA publiee par C- Y. Yang, Z-W. Gu, I. Chong, W. Xiong, 
M. Rosseneue, H. Yang, B. Lee, A.M. Gotto et L. Chan, 1989, B.B.A., 1002 : 
231-237). Notamment, la sequence codant pour le peptide signal de la proteine est 
absente, et, en amont du premier codon de la proteine mature a ete place un codon de 
demarrage de la traduction ATG. Celui-ci introduit done une methionine surnume- 

30 raire en amont de la sequence de la proteine mature, et permet ainsi tfexprimer le 
gene codant uniquement pour la partie mature de la proteine. 
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D'autre part, cette sequence nucleotidique de Tapolipoproteine ATV a ete 
obtenue d*une maniere originale par l'assemblage de quatre oligonucleotides qui ont 
ete synthetis6s par voie chimique et dont la taille est comprise entre 86 et 107 mer 
(SEQ ID n° 3-6). De plus, on peut remarquer sur la sequence des oligonucleotides 
5 que des extremites cohesives Xbal et EcoRI ont ete definies af in de permettre un 
assemblage en deux etapes de la sequence complete de Tapolipoproteine AIV. 

1. Synthese des oligonucleotides 

Les quatre oligodeo^nucleotides qui ont servi a Tassemblage du gene de 
Tapolipoproteine AIV, ont ete synthetises par la methode des phosphoramidites (L J. 
10 Bride et M.H. Caruthers (1983) Tetrahedron Lett 24 : 245) au moyen du synthe- 
tiseur Bioresearch (Modele 8600) selon les conseils des fabricants. Les oligonucleo- 
tides ont et6 purifies sur gel d'acrylamide 15 %. Leur sequence est donnee sur les 
sequences SEQ ID n° 3-6. 

2. Premiere etape d'assemblage 

15 Les oligonucleotides ont ete phosphoryles par traitement avec la T4 DNA 

kinase. Les oligonucleotides A et C ont ete apparies respectivement avec les 
oligonucleotides B et D dans des conditions stoechiometriques. Uhybridation des 
oligonucleotides a ete realisee dans des tubes Eppendorf immerges dans un becher 
contenant environ 100 ml d'eau portee a 80°C que l'on Iaisse revenir a la temperature 

20 du laboratoire. 

Les fragments A-B et C-D ont ete ligatures en presence de T4 DNA ligase 
avec la forme replicative du phage M13mpl0 au piealable digeree par les enzymes 
Xbal et EcoRI. 

La forme replicative du bacteriophage recombinant obtenu appele pXL1695 
25 (M13mpl0ABCD) a servi a transferer des bacteries TGI rendues competentes par 
la methode au CaCl 2 . 

Ce replicon pXL1695 a ete purif ie, soit sous sa forme d'ADN simple brin et 
sa sequence a ete verif iee, soit sous sa forme d'ADN double brin replicative pour la 
suite des constructions. 

30 3. Deuxieme etape ^assemblage 

La forme replicative de pXL1695 (M13mplOABCD) et un plasmide appele 
pXL1694 portant un fragment KnpI-HindlH rfenviron 3 kb contenant la totalite du 
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troisieme exon du gene de TapoAIV (N,A. Elhourbagy, J, Biol. Chem., 1987, 262 : 
7973-7981) ont et6 respectivement digeres par Xbal et BstEII d'une part et EcoRI et 
BstEII d'autre part. Dans le cas de pXL1695, un fragment de 167 paires de bases a 
6te purifie sur gel d'acrylamide. La forme implicative du vecteur M13mpl8amTV a 
5 ete diger§e par Xbal et EcoRI et un fragment d'environ 7 kb a 6te puriffe sur gel 
d'agarose. 

Les trois fragments on et§ rassembles et ligatures en presence de T4 DNA 

ligase. 

Apres transfection de TGI, des clones contenant la forme implicative 
10 appelee pXL1696 ont 6te obtenus. La sequence codante complete du fragment 
Xbal-EcoRI ainsi clon6 dans ,pXL1696 a 6t6 verifiee, Ce fragment a ensuite et6 
, re-extrait de pXL1696 et ligature en presence d'un fragment EcoRIJHindin, 
d'environ 3 kb provenant de pXL1694 et portant en particulier la fin de Texon 3 du 
gene de 1'apoAIV humaine, et en presence egalement du vecteur M13mpl9, coupe 
15 par les enzymes Xbal et HindllL 

Le vecteur recombinant ainsi obtenu, pXL1697, porte la totality de la 
sequence codante de TapoAIV (1132 bp) ainsi qu'un fragment g&iomique d'environ 
2 kb coirespondant a Tintron 3 du gdne de TapoATV (figure 1). 

Une mutagSnese dirigee effectuee avec le kit de mutagenese Amersham 
20 (RPN 1523) a Faide de l'oligodeoxynucteotide synth&ique Sql087 : 
S'-GCCCCHTTGGAGAGCTGAGGATCCC^ a pennis 

d'introduire sur pXL1697 un site BamHI immediatement apres le codon Stop (TGA) 
du gene de TapoATV. Le vecteur obtenu a ete denommS pXL1866. 

A2 - Preparation des vecteurs portant la sequence de I'apoAIV. 

25 1. Preparation du vecteur pXL1872, 

Le vecteur pXL1866 decrit ci-dessus a ete coupe par les enzymes Xbal et 
bamHI, et un fragment de 1,15 kb contenant la totalite de la sequence codante de 
l'apoATV a et6 purifie sur gel d'agarose et religaturfe dans M13mpl8amIV pour 
donner le vecteur pXL1872 (figure 2). 

30 2. Preparation du vecteur pXL1867. 

Le vecteur pXL1866 a ete coupe par Ndel et BamHI et un fragment de 
1,2 kb a ete purifiS puis insere dans pET3-a, lui meme coupe par BamHI et NdeL Le 



WO 93/15198 



PCT/FR93/00073 



14 

vecteur d'expression resultant, pXL1867, contient done la sequence codante de 
1'apolipoproteine AIV sans aucun fragment residuel de Tintron 3 provenant de la 
sequence genomique de 1'apolipoproteine AIV (figure 2). 

3. Preparation du vecteur pXL1696. 

5 Le fragment Xbal-EcoRI de 570 pb contenant la partie 5' de la sequence 

codante de TapoAIV (residus 1 a 189) a ete excise du vecteur pXL1872, purifie sur 
gel d'agarose et religaturS dans M13mpl0 pour donner le vecteur pXL1696 (figure 
3). 

4, Preparation du vecteur pXL2051. 

10 Le fragment EcoRI-BamHI de 577 pb contenant la partie 3 1 de la sequence 

codante de TapoAIV (residus 188 a 377) a ete excise du vecteur pXL1872, purifi6 
sur gel d'agarose et religature dans M13mpl9 pour donner le vecteur pXL2051 
(figure 3). 

B - GENERATION PES SEQUENCES NUCLEOTIDIOUES COD ANT POUR 
15 LEg POLYPEPTIDE? DE ^INVENTION ET PRQDTOTON PE CES 
POLYPEPTIDES, 

PI ; Mvtents rfoife& a ytrtk dv vrctevr pXLi?72 

1. G§n€ration des vecteurs pXL1775, pXL1869 et pXL2168, et preparation des 
polypeptides P(AN13 t R93G), P(AN13) et P(tagAN13). 

20 A Taide de l ! oUgodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 

S-GACCAGGTGGCCACAGTGCATATGGACTACTTCAGCCAGCTG-S 1 , une 
mutagenese dirigee sur la forme simple brin du vecteur pXL1872 decrit ci-dessus a 
ete realisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant 
Cette mutagenese a permis d'introduire un site Ndel ainsi qu'un codon ATG dans la 

25 sequence codante de TapoAIV aux positions respectives 40 et 43, provoquant une 
deletion des 13 premiers acides amin6s N-terminaux, Par ailleurs, lors de la 
verification de sequence des derives obtenus, certains clones dont le clone pXL1799 
portaient une mutation ponctuelle suppl&nentaire en position 280 sur la sequence. 
Cette mutation (C->G) a pour effet de changer un codon arginine en glycine dans la 

30 proteine. 
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A partir du clone pXL1799 et d'un autre clone ne portant pas la mutation 
(C->G) supplemental, un fragment Ndel-BamHI de 1097 pb a ete purifi6 et 
ligature avec le vecteur pET3-a (AMS Biotechnology), lui meme coupe par les 
enzymes Ndel et BamHL 
5 Deux vecteurs recombinants ont ainsi ete obtenus : Le vecteur pXL1775, 

qui permet d'exprimer a tres haut niveau un polypeptide possedant une deletion des 
13 acides amines N-terminaux (AN13) et une glycine au lieu d'une arginine en 
position 93 (R93G); et le vecteur pXL1869, qui permet d'exprimer a tres haut niveau 
un polypeptide possedant une del6tion des 13 acides amines N-terminaux (AN13). 

10 A partir du vecteur pXL1869, le vecteur pXL2168 a ete consjtruit, dans 

lequel la sequence codant pour le polypeptide P(AN13) a ete fusionnee en 5' a une 
sequence codant pour le decapeptide tag MRGS(H)6. Pour cela, les 2 
oligodeoxynucl&rtides suivants ont ete synthetises, en utilisant un synthetiseur 
d'ADN Biosearch 8600 : 

15 Oligo A : 5'-TAATGCGTGGATCGCACCATCACCATCACCA-3' 
Oligo B : 5-TATGGTGATGGTGATGGTGCGGATCCACGCAT-3' 
Les oligodeoxynucleotides A et B ont ete hybrides, et le produit d'hybridation a ete 
ligature avec le vecteur pXL1869, prealablement digere par l'enzyme Ndel. Le 
vecteur ainsi obtenu, designe pXL2168, code pour le polypeptide P(AN13) fusionne 

20 en N-terminal au decapeptide MRGS(H)6. 

2, Generation des vecteurs pXL1766 et pXL2182, et preparation du polypeptide 
P(AC44) et de sa version tag. 

A l'aide de l'ohgcdesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
S'-CTGAGGGACAAGGTCAACTGAGGATCCAGCACCTTCAAGGAGAAAG-S', 

25 une mutagenese dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci- 
dessus a ete realisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du 
fabricant Cette mutagenese a perm is d'introduire un site BamHI ainsi q^un codon 
TGA dans la sequence codante de l'apoAJV aux positions respectives 1000 et 997, 
provoquant une deletion des 44 acides amines C-terminaux. 

30 A partir d'un clone mutant (pXL1765) dont la sequence a ete verifiee 

integralement, un fragment Ndel-BamHI de 1004 pb a et6 purifi6 et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHL 
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Le vecteur recombinant pXL1766 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des 44 acides amines C-terminaux 
(AC44). 

En suivant le protocole decrit en Bl.l), le vecteur pXL2182 a ete construit a 
5 partir du vecteur pXL1766. Le vecteur pXL2182 ainsi obtenu permet d'exprimer a 
haut niveau le polypeptide P(AC44) fusionne en N-terminal au decapeptide 
MRGS(H)6. 

3. Generation du vecteur pXL1774 et preparation du polypeptide P(AC194) . 

A l'aide de Toligod&oxynucleotide synthetique phosphoiy 16 suivant : 
10 5 , .CTCAAGGGACGCC^^ACGTGAGGATCCGACGAATTCCAAAGT(^3^ une 
mutag£n£se dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a 
ete rSalisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant 
Cette mutagenese a permis d'introduire un site BamHI ainsi qu'un codon TGA dans 
la sequence codante de TapoAIV aux positions respectives 553 et 550, provoquant 
15 une deletion de 194 acides amines du cot6 C-terminaL 

A partir d'un clone mutant (pXL1798) dont la sequence a 6t6 verifiee 
integralement, un fragment Ndel-BamHI de 555 pb a ete purifie et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL1774 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
20 ' niveau un polypeptide possedant une deletion des 194 derniers acides amines 
(AC194). 

4. Gen6ration du vecteur pXL1817 et preparation du polypeptide P(AN182). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide syntiietique phosphoryle suivant : 
S'-GAGCrCAAGGGACGCCATATGCCCTACGCTGACGAATTC-y, une muta- 

25 genese dirigee sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete 
realisee en utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette 
mutagenese a permis d'introduire un site Ndel ainsi qu'un codon ATG dans la 
sequence codante de TapoAIV aux positions respectives 544 et 547 r provoquant une 
deletion de 182 acides amines du cot6 N-terminal, 

30 A partir d'un clone mutant (pXL1765) dont la sequence a ete verifi§e 

integralement, un fragment Ndel-BamHI de 579 pb a ete purifie et ligature avec le 
vecteur pET3-a, lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI, 
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Le vecteur recombinant pXL1817 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des 182 premiers acides amines 
(AN182). 

5. Generation des vecteurs pXL1981 et pXL2183, et preparation des polypeptides 
5 P(Ahl-2)etP(tagAhl-2). 

A l'aide de roligodesoxynucleotide syn&etique phosphoryte suivant : 
5'-GCCACAGTGATGTGGCCCTTTGCCACCGAG-3\ une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette mutagenese a permis 
10 de deleter la partie de la sequence codante de 1'apoAIV comprise entre les positions 
40 et 186, provoquant une deletion de 49 acides amines, du residu D14 au residu 
V62. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 990 pb a ete purif ie et ligature avec le vecteur pET3-a, lui 
15 meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 

Le vecteur recombinant pXL1981 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 1 et 2 (Ahl-2) . 

En suivant le protocole decrit en Bl.l), le vecteur pXL2183 a ete construit a 
partir du vecteur pXL1981. Le vecteur pXL2183 ainsi obtenu permet d'exprimer a 
20 haut niveau le polypeptide P(Ahl-2) fusionne en N-terminal au decapeptide 
MRGS(H)6. 

6. Generation des vecteurs pXL1943 et pXL2184, et preparation des polypeptides 
P(Ah7-8)etP(tagAh7-8). 

A l'aide de roligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
25 5-CAGGGCTCGCTGAGGCCCTATGCTCAGGAC-3', une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette mutagenese a permis 
de deleter la partie de la sequence codante de 1'apoAIV comprise entre les positions 
484 et 615 provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P162 au residu 
30 A205. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a ete purifie et ligature avec le vecteur pET3-a, 
lui-meme coupe par les enzymes Ndel et BamHI. 
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Le veeteur recombinant pXL1943 ainsi obtenu permet cfexprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 7 et 8 (Ah7-8). 

En suivant le protocole decrit en Bl.l), le veeteur pXL2184 a 6te construit a 
partir du veeteur pXL1943. Le veeteur pXL2184 ainsi obtenu permet d'exprimer a 
5 haut niveau le polypeptide P(Ah7-8) fusionnS en N-terminal au decapeptide 
MRGS(H)6. 

7. Generation des vecteurs pXL1982 et pXL2215, et preparation des polypeptides 
P(Ah9-10)etP(tagAh9-10). 

A Faide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
10 5 1 -CGCCGCAGCCTGGCTCCCTTGGCCGAGGAC-3 , t une mutagenese dirigSe sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutag6nese a permis 
de deleter la partie de la sequence codante de 1'apoAIV comprise entre les positions 
616 et 747, provoquant une deletion de 44 acides amines, du residu P206 au r§sidu 
15 A249. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a 6te purifie et ligature avec le veeteur pET3-a, 
lui-meme coupe par les enzymes Ndel et BamHL 

Le veeteur recombinant pXL1982 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
20 niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 9 et 10 (Ah9-10) . 

En suivant le protocole decrit en Bl.l), le veeteur pXL2215 a ete construit a 
partir du veeteur pXL1982. Le veeteur pXL2215 ainsi obtenu permet d r exprimer a 
haut niveau le polypeptide P(Ah9-10) fusionne en N-terminal au decapeptide 
MRGS(H)6. 

25 8. Generation du veeteur pXL1986 et preparation du polypeptide P(Ahll-12,L87M). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synth6tique phosphoryle suivant : 
S'-CGGCAGAGGCrGGCGCCCTACGGGGAAAAC-J, une mutagenese dirigee 
sur la forme simple brin du plasmide pXL1872 decrit ci-dessus a ete realisee en 
utilisant le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese 
30 a permis de deleter la partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les 
positions 748 et 867, provoquant une delation de 40 acides amines, du residu P250 
au residu E289. Par ailleurs, lors de la verification de sequence des derives obtenus, 
certains clones portaient une mutation ponctuelle supplemental sur la sequence. 
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Cette mutation (L->M) a pour effet de changer le codon leucine 87 en methionine 
dans la proteine. 

A partir de ce clone et d'un autre clone ne portant pas la mutation (L->M) 
supplemental, un fragment Ndel-BamHI de 1017 pb a ete purifie et ligaturS avec le 
5 vecteur pET3-a, lui meme coupe, par les enzymes Ndel et BamHL 

Deux vecteurs recombinants ont ainsi 6te obtenus, dont le vecteur pXL1986 
qui permet d'exprimer a ires haut niveau un polypeptide possedant une deletion des 
helices 11 et 12 (Ahll-12) et une methionine au lieu dHine leucine en position 87 
(L87M). 

10 En suivant le protocole decrit en Bl.l), le vecteur pXL2186 a 6te construif a 

partir du vecteur obtenu ci-dessus, codant pour le polypeptide P(Ahll-12). Le 
vecteur pXL2186 ainsi obtenu permet d'exprimer a haut niveau le polypeptide 
P(Ahll-12) fusionne en N-terminal au d6capeptide MRGS(H)6. 

9. Generation des vecteurs pXL1987 et pXL2217, et preparation des polypeptides 
15 P(Ahl3-14)etP(tagAhl3-14). 

A I'aide de Toligodesoxynucleotide synth&ique phosphoryle suivant : 
5 , ^GACGCCGGGTGGAGTCCTTCTTCAGCACC-3 , > une mutagenese dirigee sur 
la forme simple brin du plasmide pXL1872 d6crit ci-dessus a §t6 realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette mutagenese a permis 
. 20 de deleter ia partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les positions 
868 et 999, provoquant une delation de 44 acides amines, du residu P290 au residu 
N333. 

A partir tfun clone mutant dont la sequence a ete verifi6e integralement, un 
fragment Ndel-BamHI de 1005 pb a ete purifi6 et ligature avec le vecteur pET3-a, 
25 lui meme coupe par les enzymes Ndel et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL1987 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 13 et 14 (Ahl3-14). 

En suivant le protocole decrit en BL1), le vecteur pXL2217 a 6te construit a 
partir du vecteur pXL1987. Le vecteur pXL2217 ainsi obtenu permet d'exprimer a 
30 haut niveau le polypeptide P(Ahl3-14) fusionne en N-terminal au decapeptide 
MRGS(H)6. 
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P2 ; Mutems Eealises a pgrtir t*v pie^de pxu$96 

1. Generation des vecteurs pXL2071 et pXL2185 t et preparation des polypeptides 
P(Ah5-6)etP(tagAh5-6). 

A l'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5 5 , -CAGCAGCGCCTGGAGCCCCACGCCGACGAG-3 , > tine mutagendse dirig§e sur 
. la forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en 
irtilisant le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese 
a permis de deleter la partie de la sequence codante de TapoAIV comprise entre les 
positions 352 et 483, provoquant une delation de 44 acides amines, du r£sidu P118 
10 au residu R161. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a 6te verif i§e integralement, un 
fragment Ndel-EcoRI de 432 pb a et§ purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
NdeletBamHL 

15 Le vecteur recombinant pXL2071 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 

niveau un polypeptide possedant une deletion des helices 5 et 6 (Ah5-6). 

En suivant le protocole dScrit en B1.1), le vecteur pXL2185 a ete construit a 
partir du vecteur pXL2071. Le vecteur pXL2185 ainsi obtenu permet tfexprimer a 
haut niveau le polypeptide P(Ah5-6) fusionne en N-terminal au decapeptide 

20 MRGS(H)6. 

2. Generation du vecteur pXL2063 et preparation du polypeptide P(D5S). 

A Taide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
5'-GAGGTCAGTGCTAGCCAGGTGGCCACA-3 l , une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a 6te realisee en utilisant 

25 le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutag6nSse a permis 
d'introduire un codon AGC dans la sequence codante de 1'apoAIV, provoquant le 
remplacement de Tacide aspartique par une serine en position 5. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un . 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a 6t6 purifte, puis ligature avec le fragment EcoRI- 

30 BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
NdeletBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2073 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une serine en position 5, 
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3, Generation du vecteur pXL2069 et preparation du polypeptide P(D5K), 

A l'aide de Toligodfeoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
S'-GAGGTCAGTGCTAAACAGGTGGCCACA-S', une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
5 le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese a permis 
d ! introduire un codon AAA dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
^emplacement de Tacide aspartique par une lysine en position 5. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a 6t6 verifiee integralement, tin 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
10 BamHI isoie du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHI 

Le vecteur recombinant pXL2069 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haul 
niveau un polypeptide possedant une lysine en position 5. 

4, Generation du vecteur pXL2062 et preparation du polypeptide P(D44F). 

15 A l'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 

5 , -GCCCTCTTCCAGXEQAAACTTGGAGAA-3 , f une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant. Cette mutagenese a pertnis 
d'introduire un codon TTC dans la sequence codante de TapoAJV, provoquant le 

20 ^emplacement de Tacide aspartique par une phenylalanine en position 44. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec le fragment EcoRI- 
BamHI isoie du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHI. 

25 Le vecteur recombinant pXL2062 ainsi obtenu permet d'exprimer k tres haut 

niveau un polypeptide possedant une phenylalanine en position 44. 

5. Generation du vecteur pXL2074 et preparation du polypeptide P(D44A). 

A Taide de roligodesoxynucieotide synthetique phosphoryle suivant : 
5 , -GCCCTCTTCCAG^i£GAAAC f ITGGAGAA-3^ une mutagenese dirigee sur la 
30 forme simple brin du plasmide pXL1696 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese a permis 
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d'introduire un codon GCG dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de l'acide aspartique par une alanine en position 44. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, un 
fragment Ndel-EcoRI de 564 pb a ete purifie, puis ligature avec Ie fragment EcoRI- 
5 BamHI isole du plasmide pXL2051 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
NdeletBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2074 ainsi obtenu permet d'exprimer a trds hatit 
niveau un polypeptide possedant une alanine en position 44. 

B3 : Mutants r ealises a partir du plasmide pXL2051 

10 , 1. Generation du vecteur pXL2073 et preparation du polypeptide P(K178A). 

A l'aide de Toligodesoxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
S^GTGGAGGAGCT CGCG GGACGCCTTACG-S'. une mutagen&e dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese a permis 

15 d'introduire un codon GCG dans la sequence codante de 1'apoAIV, provoquant le 
remplacement de la lysine par une alanine en position 178. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement un 
fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete puriffe, puis ligature avec le fragment Ndel- 
EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes Ndel 

20 etBamHL 

Le vecteur recombinant pXL2073 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une alanine en position 178. 

2. Generation du vecteur pXL2070 et preparation du polypeptide P(K178Y). 

A Taide de roligod&oxynucleotide synthetique phosphoryle suivant : 
25 5 1 ^TGGAGGAGCrCTAlGGACGCCITACG-3 l t une mutagenese dirigee sur la 
forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a ete realisee en utilisant 
le kit Amersham selon les recommandations du f abricant Cette mutagenese a permis 
d'introduire un codon TAT dans la sequence codante de TapoAIV, provoquant le 
remplacement de la lysine par une tyrosine en position 178. 
30 A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifi§e integralement un 

fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete purif i6, puis ligature avec le fragment 
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Ndel-EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes 
Ndel et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL2070 .ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une tyrosine en position 178, 

5 3, Generation du vecteur pXL2072 et preparation du polypeptide P(E230K). 

A Taide de Migod6soxynucl6otide synthetique phosphorylfc suivant : 
5 , -AAGAAGAACGCCAAAGAGCTCAAGGCCAG-3 , f une mutagen&e dirig6e sur 
la forme simple brin du plasmide pXL2051 (Cf exemple A2) a 6t6 realisee en 
utilisant le kit Amersham selon les recommandations du fabricant Cette mutagenfcse 

10 a perm is d'introduire un codon AAA dans la sequence codante de 1'apoAIV, 
provoquant le remplacement de Tacide glutamique par une lysine en position 230. 

A partir d'un clone mutant dont la sequence a ete verifiee integralement, w 
fragment EcoRI-BamHI de 572 pb a ete purifie, puis ligatur§ avec le fragment Ndel- 
EcoRI isole du plasmide pXL1696 et le vecteur pET3-a ouvert par les enzymes Ndel 

15 et BamHL 

Le vecteur recombinant pXL2072 ainsi obtenu permet d'exprimer a tres haut 
niveau un polypeptide possedant une lysine en position 230. 

P4 ; Prpdvctipn ti<?S polypeptide? tiM? fon$ fcg partes P1-B3, 

1. Production : On utilise par exemple la souche BL21 DE3 (pLysS) contenant un 
20 plasmide depression d'un polypeptide de Tinvention tel que decrit dans les parties 
B1-B3. 

Une preculture de nuit en milieu LB contenant de Fampicilline (100 \ig/txA) 
et du chloramphenicol (50 |ag/ml), LBApCm, a 37°C, sert a inoculer au l/100eme la 
culture de production (meme milieu). La culture est agit6e k 37°C jusqu'S une density 
- 25 optique (mesurSe a 610 nm) de 0,5. On ajoute alors de 1'IPTG a la concentration 
finale de 1 mM et les cellules induites pour Texpression de TARN polymerase de T7 
sont incubees pendant 90 ou 180 min. L'analyse des extraits bacteriens par gel 
d^lectrophor&se colore au bleu de coomassie permet de reveler tine accumulation 
dans les extraits des cultures de 90 min du polypeptide de Tinvention. Par ailleurs, ce 
30 polypeptide peut etre stabilise par ajout de rifampicine durant la phase de production. 
Les seuls ARNm pouvant alors etre neosynthetises sont ceux qui ne dependent pas de 



WO 93/15198 



PCT/FR93/00073 



24 

TARN polymerase d ! E.coli. On peut ajouter par exemple 20 min aprSs Tajout de 
TIPTG de la rifampicine a des concentrations qui peuvent etre comprises entre 50 et 
200 |ig/ml. Les cellules qui ne produisent alors plus que le seul ARNm du 
polypeptide desire a l'exception de tous les autres sont incubees entre 90 et 180 min & 
5 37°C. 

Dans ce cas, le polypeptide recombinant produit peut representer de 20 a 
30 % des proteines totales produites par la bacterie. De plus le polypeptide est ainsi 
accumule sans degradation dans la bacterie sous forme soluble. 

La production a ete extrapolee en f ermenteur, par culture haute densite de 

10 E.coli en mode Fed-Batch, Cette production a ete realisee dans un f ermenteur de 2 
litres (Setric) en 2 phases : une phase de eroissance du microorganisme jusqu'a tine 
DO600 de 30 a 40 (duree : 5 heures environ). Cette phase est realisee dans le milieu 
de fermentation defini par Jung et aL (Ann.ListPasteur/Microbiol. 122 (1988) 
129-146) ; puis une phase ^induction de la production, par addition dTPTG et de 

15 rifampicine, et augmentation du debit d'alimentation en substrats carbonS et azot6 
(duree : 1 heure 30 minutes environ). 

2. Lyse des cellules et recuperation du polypeptide recombinant 

Apres la culture de production, les cellules sont collectees puis lysees, par 
20 exemple par sonication. A Techelle du laboratoire, il a ete utilise un sonicateur 
Branson (modele B30, Proscience, France) apres avoir concentr6 30 fois les cellules 
dans le tampon PBS (KQ 0,2 g/1, KH2P04 0,2 g/1, NaCl 8 g/1, Na2HP04 1,25 gfl). 
Le cassage des cellules est effectue a 4°C en mode continu (2 impulsions de 5 
minutes). On peut egalement pretraiter la suspension cellulaire concentree en 
25 presence de Triton X-100 a la temperature ambiante avant la sonication. 

CJ PT JRTFIC ATTON DES P OLYPEPTIDES DE LTNVENTTON. 

CI. Les polypeptides P(R93G), P(AC44) et P(AN13) ont ete purifies selon le 

protocole suivant, qui se deroule en conditions natives et ne requiert aucune etape 

rfaffinite pour les lipides. * 

30 La culture cellulaire est centrifugee a 6.000 tr/min pendant 30 minutes et le 

culot est repris a raison de 3 ml par gramme de cellules humides dans le tampon A 
(Na2HP0 4 81 mM, NaH2P0 4 19 mM ; EDTA, 2mM ; PMSF, 1 mM ; pH 7,5 ; 

6-mercaptoethanol 10 mM). La suspension est traitee par 8 cycles de 3 minutes 
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d'ultrasons (modele BRANSON reg!6 a 250W) a 4°C. Les extraits sont centrifuges 
pendant 30 minutes a 15.000 tr/rnin a 4°C. Le surnageant SI est conserve et le culot 
est lav6 dans le meme volume de tampon A et recentrifuge dans les memes conditions. 
Le surnageant cbrrespondant SV est ajoutS au surnageant SI. 
5 AprSs un dosage des proteines de la fraction (SI + SV) est ajoutee une 

solution aqueuse de sulfate de streptomycine a 10 % a raison de 10 ml de solution par 
gramme de proline. Apr6s 15 minutes d'incubation k 4°C sous agitation douce, la 
suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 15.000 tr/min & 4°C. Le surnageant 
(S2) est recupere. A cette fraction S2 est ajoute du sulfate d'ammoniitm (concentration 

10 finale : 25 % de saturation). Aprfcs 15 minutes d'incubation & 4°C sous agitation, la 
suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 15.000 tr/min a 4°C. Au surnageant 
S25 est ajoute du sulfate d'ammonium (concentration finale : 50 % de saturation). 
Apres 15 minutes d'incubation a 4°C sous agitation, la suspension est centrifugee 
pendant 30 min a 15.000 tr/min a 4°C. Le culot (C50) est recupere et repris dans le 

15 tampon B (Tris-HCl, 10 mM ; EDTA, 2 mM ; pH8.8) et dialysS contre 2 1 de tampon 
B que Ton change 5 f ois durant 48 heures. 

Le dialysat est injecte sur une colonne echangeuse d'ions de type QFF 
(Pharmacia) et 61ue avec un gradient de NaCl. La determination des fractions conte- 
nant les polypeptides de Tinvention est effectuSe selon un test en Elisa d^crit ci-aprds. 

20 Les fractions interessantes sont rassemblees et concentrees par precipitation en sulf ate 
d'ammonium (concentration finale : 80% de saturation). Apres 15 minutes 
tfincubation a 4°C sous agitation, la suspension est centrifugee pendant 30 minutes a 
15.000 tr/min a 4°C. Le culot (C80) est recup6re et repris dans le tampon B et dialyse 
contre 2 1 de tampon B. 

25 Le dialysat est injecte sur une colonne echangeuse d'ions de type Mono Q 

(Pharmacia) et elue avec un gradient de NaCl. Les fractions interessantes, identifies 

par le test Elisa ci-apr6s decrit et gel SDS 15 %, sont rassemblees et concentrees par 

precipitation en sulfate rfammonium (concentration finale : 80 % de saturation). Apres 

15 minutes d'incubation a 4°C sous agitation, la suspension est centrifugee et reprise 
30 dans le tampon D (sulfate tfammonium, 1,7 M ; Na2HP0 4 8,1 mM, NaHgPO^ 1,9 

mM ; EDTA, 2 mM ; pH 7.4) et dialysee contre 2 1 de tampon D. 

Le dialysat est injecte sur une colonne de chromatographic ^interactions 
hydrophobes Phenyl-sepharose (Pharmacia) et 61ue avec le tampon E (Na/^HPO^ 8,1 

mM ; NaiyH^ 1,9 mM ; EDTA, 2 mM ; pH 7.4). Les fractions interessantes sont 
35 identif iees par test Elisa et gel de polyacrylamide SDS. 
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Brievement, le test ELISA mis au point consiste a adsorber sur une plaque 

avec nil serum polyclonal de lapin dirige contre 1'apoAIV humaine (dilue au 

l/1000eme), saturer cette plaque a la gelatine, incuber Fechantillon & tester et enfin, 

faire reagir un melange equimolaire de deux anticorps monoclonaux diriges contre 

5 1'apoAIV (M03 et M05, SERLIA, Institut Pasteur de Lille), suivi d'une revelation 

immunoenzymatique a l'aide d'un serum polyclonal anti-souris couple & la peroxydase. 

Ce test est f acilement etalonne avec une gamme de dilutions de TapoAIV plasmatique. 

Ces fractions sont rassemblees et dialysees contre le tampon F (sulfate 
d'ammonium, 40 % de saturation ; Na 2 HP0 4 8,1 mM ; NaH 2 P0 4 1,9 mM ; EDTA, 

10 2 mM;pH7.4)et conserves a 4°C 

C2. Pour les polypeptides P(Ahl-2), P(Ah5-6), P(Ahl3-14) et P(AN182), la 

fraction S2 est directement injectee sur colonne de type QFF (sans precipitation 

fractionnee au sulfate d'ammonium) equilibree en tampon B. Le polypeptide est exclu 

(P(AN182)) ou elue avec un palier a 250 mM NaCl en tampon B (P(Ahl-2)). Le 

15 polypeptide est ensuite concentre par precipitation en sulfate d'ammonium 

(concentration finale 50 % de la saturation pour P(Ahl-2), 10 % pour P(AN182)). La 

purification de P(Ahl-2) est terminee par une centrifugation (30 min., 4°C, 10 000 g). 

Le culot est recupere, repris en tampon PBS, desale sur colonne de gel-filtration PD10 

(Pharmacia) et seche a - 20°C. Le polypeptide P(AN182) pr€cipit£ au sulfate 

20 d'ammonium est injecte sur une colonne de chromatographic d'interactions 

hydrophobes phenyl-sepharose (Pharmacia) et elue avec le tampon B. Le polypeptide 

, est identify par gel de polyacrylamide SDS, et les fractions interessantes sont 

rassemblees et dialysees contre le tampon B et conservees a 4°C. 

C3. Les polypeptides P(tagAN13), P(tagAC44), P(tag£hl-2), P(tagAh7-8), 

25 P(tagAh9-10), P(tagAhll-12), P(tagAhl3-14) et P(tagAh5-6) ont 6te purifies selon le 

protocole suivant, qui ne comprend qu'une seule etape. 

La culture cellulaire est centrifugee a 6.000 tr/min pendant 30 minutes et le 

culot est repris a raison de 3 ml par gramme de cellules humides dans le tampon A 
(Na 2 HP0 4 81 mM, NaH£0 4 19 mM ; EDTA, 2mM ; PMSF, 1 mM ; pH 7,5 ; 

30 £-mercapto6thanol 10 mM). La suspension est traitee par 3 cycles de 5 minutes d'ul- 
trasons (modele BRANSON rSgte a 250W) & 4°C. Les extraits sont centrifuges pen- 
dant lh a 11.000 g a 4°C. Les acides nucleiques presents dans le surnageant ont §te 
precipites par addition de 10% (w/v) de sulfate de streptomycine (10 ml/g protein), 
incubation 30 min. a 4°C, puis recentrifuge dans les memes conditions que 

35 precedemment 
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Les proteines recombinantes presentes dans le surnageant ont §te purifiees 
par chromatographic d'affinite sur ion metallique chelate. La purification a 6te 
effectuee sur resine agarose-acide nitrilotriac&ique-nickel (NTA-Ni) selon les 
recommandations du fabricant, avec les modifications suivantes : La solution 
5 proteique est desalee sur une colonne Tris-Acryl GF-05 equilibrSe avec un tampon 
phosphate 100 mM pH 8. Les fractions prot£iques recoltSes sont reunies, dilutes 
dans le meme tampon phosphate jusqu'a tine concentration finale de 4 mg/ml, et 
supplementees de Hecameg (poudre), concentration finale 25 mM. Le melange a 
ensuite ete charge sur une colonne Ni-NTA equilibree. avec le meme tampon 

10 phosphate contenant 25 mM de Hecameg. Aucune proteine fixee n'a et6 elu6e par 
. lavage de la colonne avec le meme tampon. Les proteines faiblement li&es ont et6 
61uees par un tampon phosphate/citrate pH 6, et les proteines recombinantes, par un 
tampon phosphate/citrate pH 5. Les fractions proteiques obtenues a pH 5 ont ete 
neutralisees par addition de soude 1M (30 ^l/ml) et supplementees de 2 inhibiteurs 

15 de proteases : EDTA 0,1M et PMSF 0,2M. Les fractions ont ensuite €te analysees 
par 616ctrophorfese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) contenant 15% 
d ! acrylamide/bis-aciylamide t selon Laemmli (Nature 222 (1970) 680), puis 
regroupees selon la purete et la quantite. Les fractions regroupees ont ete incubees en 
presence de L(-)-histidine poudre (concentration finale 50 mM), pendant lh & 4°C, 

20 afin de detruire la liaison Ni-poly-His-proteine. Le nickel et Thistidine liberes ont 
ensuite ete elimines par desalage sur colonne Tris-Acryl GF-05 Squilibree avec un 
tampon phosphate pH 7,4 contenant 2mM EDTA. 

Les proteines recombinantes ainsi purifiees ont ete analysees par 
electrophorese SDS-PAGE et immunoblotting.. L'immunoblotting a ete realise avec 

25 un melange d'anticorps monoclonaux anti-ApoAJV conjugues a la peroxydase, et 
d'anticorps de chevre anti-souris conjugues a la peroxydase. L'activite peroxydase 
liee a 6te revelee par incubation avec une solution de 4-Chlon>l-Naphtol comme 
substrat 

Les differents chromatogrammes ont ete suivis par detection UV a 280 nm. 
30 La concentration en proteine a ete determinee selon la technique de Bradford 
(AnaLBiochem. 22 (1976) 248). 
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D/ CARACT ERISATTON BIQLOGIOUE PES POLYPEPTIDE? PE 

^INVENTION, 

L'activite biologique des polypeptides de l'invention a 6te evaluee 
principalernent sur la base de 2 parametres : Ieur affinite pour le recepteur HDL et 
5 leur effet sur Tefflux du cholesterol. Ces 2 parametres rendent comptent du potentiel 
pharmacologique hypocholesterolemiant des polypeptides de l'invention. Le 
protocole de determination de ces parametres est donne ci-apres ainsi que les 
resultats obtenus. 

1. Protocoles de mesure. 

10 a) Affinite pour le recepteur HDL 

Les polypeptides purifies sont utilises dans un premier temps pour 
reconstituer des proteoliposomes avec du DMPC, dont la structure apparait 
identique, au vu du comportement en chromatographic d'exclusion, a celle des 
proteoliposomes reconstituSs avec de TapoAIV native. Ces proteoliposomes 
15 reconstitues sont ensuite testes pour Ieur capacite de se fixer a des adipocytes murins 
(lign6e Obl77) selon un protocole deja decrit 

b) Efflux ducholest&ol 

L'efflux du cholesterol a partir de cellules adipocytaires murines (lignee 
Obl77) provoque par les proteoliposomes DMPC-polypeptides de Tinvention est 
20 determine apres 5 heures rfincubation. 



2. Resultats 








Polypeptide 


Kd(%) 


Bmax(%) 


Efflux a 5h(%)* 


ApoAIV 


100** 


100** 


28 


P(R93G) 


115 


97 


27,5 


25 P(Ahl-2) 


105 


94 


25,5 


P(AC44) 


nd 


nd 


32 


P(AN13) 


96 


94 


24 



(*) Exprime en % du cholesterol initial des cellules chargees, Tefflux de base obtenu 
en presence de DPMC seul apres 5 heures est de 11%. 
30 (**) Realise sur trois experiences independantes. 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATION GENERATE 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE-POULENC RORER S.A 
5 (B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(Q VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(ii) TTTRE DE L INVENTION: NOUVEAUX POLYPEPTIDES, LEUR PREPARATION ET 
10 LEUR UTILISATION. 

(Hi) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

15 (C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(v) DONNEES DE LA DEMANDE ACTUELLE: 
NUMERODE DEPOT: EP 92402301.3 

(2) INFORMATION POUR LA SEP TP NO: 1 ; 

20 (OCARACTERISTIQUESDE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1 134 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl.ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

25 (u) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Sequence nucleotidique de i'apolipoproteine 
30 AIV 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1..1 134 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
35 (A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 40..120 
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(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 121..186 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
5 (A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 187..285 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 286.351 

10 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 352.-417 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: Boucle 
15 (B) EMPLACEMENT: 418..483 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 484.349 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
20 (A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 550..615 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 616..681 

' 25 (ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 682..747 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
(A) NOM/CLE: Boucle 
30 (B) EMPLACEMENT: 748..801 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 802..866 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 
35 (A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 867..933 

(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 934.599 
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(be) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: Boucle 

(B) EMPLACEMENT: 1000..1131 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG GAG GTC AGT GCT GAC CAG GTG GCC ACA GTG ATG TGG GAC TAG TTC 48 
Met Glu Val Ser Ala Asp Gin Val Ala Thr Val Met Trp Asp Tyr Phe 
15 10 15 

AGC CAG CTG AGC AAC AAT GCC AAG GAG GCC GTG GAA CAT CTC CAG AAA 96 
Ser Gin Leu Ser Asn Asn Ala Lys Glu Ala Val Glu His Leu Gin Lys 
20 25 30 



TCT GAA CTC ACC CAG CAA CTC AAT GCC CTC TTC CAG .GAC AAA CTT GGA 144 
Ser Glu Leu Thr Gin Gin Leu Asn Ala Leu Phe Gin Asp Lys Leu Gly 
15 35 40 45 



GAA GTG AAC ACT TAC GCA GGT GAC CTG CAG AAG AAG CTG GTG CCC TTT 192 
Glu Val Asn Thr Tyr Ala Gly Asp Leu Gin Lys Lys Leu Val Pro Phe 
50 55 60 

GCC ACC GAG CTG CAT GAA CGC CTG GCC AAG GAC TCG GAG AAA CTG AAG 240 
Ala Thr Glu Leu His Glu Arg Leu Ala Lys Asp Ser Glu Lys Leu Lys 

70 75 - 8Q 

25 GAG GAG ATT GGG. AAG GAG CTG GAG GAG CTG AGG GCC CGG CTG CTG CCC 288 
Glu Glu lie Gly Lys Glu Leu Glu Glu Leu Arg Ala Arg Leu Leu Pro 
85 90 95 

CAT GCC AAT GAG GTG AGC CAG AAG ATC GGG GAC AAC CTG CGA GAG CTT 336 
30 His Ala Asn Glu Val Ser Gin Lys lie Gly Asp Asn Leu Arg <31u Leu 
100 105 110 

CAG CAG CGC CTG GAG CCC TAC GCG GAC CAG CTG CGC ACC CAG GTC AAC 384 
Gin Gin Arg Leu Glu Pro Tyr Ala Asp Gin Leu Arg Thr Gin Val Asn 
35 115 120 125 



ACG CAG GCC GAG CAG CTG CGG CGC CAG CTG ACC CCC TAC GCA CAG CGC 432 
Thr Gin Ala Glu Gin Leu Arg Arg Gin Leu Thr Pro Tyr Ala Gin Ara 
130 135 140 

ATG GAG AGA GTG CTG CGG GAG AAC GCC GAC AGC CTG CAG GCC TCG CTG 480 
Met Glu Arg Val Leu Arg Glu Asn Ala Asp Ser Leu Gin Ala Ser Leu 
145 150 155 160 

45 AGG CCC CAC GCC GAC GAG CTC AAG GCC AAG ATC GAC CAG AAC GTG GAG 528 
Arg Pro His Ala Asp Glu Leu Lys Ala Lys He Asp Gin Asn Val Glu 
165 170 175 



GAG CTC AAG GGA CGC CTT ACG CCC TAC GCT GAC GAA TTC AAA GTC AAG 576 
Glu Leu Lys Gly Arg Leu Thr Pro Tyr Ala Asp Glu Phe Lys Val Lys 
180 185 190 



ATT GAC CAG ACC GTG GAG GAG CTG CGC CGC AGC CTG GCT CCC TAT GCT 624 
He Asp Gin Thr Val Glu Glu Leu Arg Arg Ser Leu Ala Pro Tyr Ala 
55 1 95 2 0 0 2 05 



60 



CAG GAC ACG CAG GAG AAG CTC AAC CAC CAG CTT GAG GGC CTG ACC TTC 672 
Gin Asp Thr Gin Glu Lys Leu Asn His Gin Leu Glu Gly Leu Thr Phe 
210 215 220 
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CAG ATG AAG AAG AAC GCC GAG GAG CTC AAG GCC AGG ATC TCG GCC AGT 720 
Gin Met Lys Lys Asn Ala Glu Glu Leu Lys Ala Arg lie Ser Ala Ser 
225 * 230 235 240 

5 GCC GAG GAG CTG CGG CAG AGG CTC GCG CCC TTG GCC GAG GAC GTG CGT 768 
Ala Glu Glu Leu Arg Gin Arg Leu Ala Pro Leu Ala Glu Asp Val Arg 
245 250 255 

GGC AAC CTG AGG GGC AAC ACC GAG GGG CTG CAG AAG TCA CTG GCA GAG 816 
10 Gly Asn Leu Arg Gly Asn Thr Glu Gly Leu Gin Lys Ser Leu Ala Glu 
260 265 270 

CTG GGT GGG CAC CTG GAC CAG CAG GTG GAG GAG TTC CGA CGC CGG GTG 864 
Leu Gly Gly His Leu Asp Gin Gin Val Glu Glu Phe Arg Arg Arg Val 
15 275 280 285 

GAG CCC TAC GGG GAA AAC TTC AAC AAA GCC CTG GTG CAG CAG ATG GAA 912 
Glu Pro Tyr Gly Glu Asn Phe Asn Lys Ala Leu Val Gin Gin Met Glu 
290 ^ 295 300 



20 



40 



50 



55 



CAG CTC AGG CAG AAA CTG GGC CCC CAT . GCG GGG GAC GTG GAA GGC CAC 960 
Gin Leu Arg Gin Lys Leu Gly Pro His Ala Gly Asp Val Glu Gly His 
305 ~ 310 315 320 



25 TTG AGC TTC CTG GAG AAG GAC CTG AGG GAC AAG GTC AAC TCC TTC TTC 1 008 
Leu Ser Phe Leu Glu Lys Asp Leu Arg Asp Lys Val Asn Ser Phe Phe 
325 330 335 

AGC ACC TTC AAG GAG AAA GAG AGC CAG GAC AAG ACT CTC TCC CTC CCT 1056 
30 Ser Thr Phe Lys Glu Lys Glu Ser Gin Asp Lys Thr Leu Ser Leu Pro 
340 345 350 

GAG CTG GAG CAA CAG CAG GAA CAG CAG CAG GAG CAG CAG CAG GAG CAG 1104 
Glu Leu Glu Gin Gin Gin Glu Gin Gin Gin Glu Gin Gin Gin Glu Gin 
35 355 360 365 

GTG CAG ATG CTG GCC CCT . TTG GAG AGC TG 1134 
Val Gin Met Leu Ala Pro Leu Glu Ser 
370 375 



(2) information VQITR IA ?EQ H> NO; ?; 



(i) CARACTERIST1QUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 377 acides amines 

(B) TYPE: adde amin, 
(D) CONFIGURATION: lin,aire 



(u) TYPE DE MOLECULE: proline 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Glu Val Ser Ala Asp Gin Val Ala Thr Val Met Trp Asp Tyr Phe 
1 5 10 15 

Ser Gin Leu Ser Asn Asn Ala Lys Glu Ala Val Glu His Leu Gin Lys 
20 25 30 



Ser Glu Leu Thr Gin Gin Leu Asn Ala Leu Phe Gin Asp Lys Leu Gly 
60 35 40 45 
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15 



Glu Val Asn Thr Tyr Ala Gly Asp Leu Gin Lys Lys Leu Val Pro Phe 
50 55 60 

Ala Thr Glu Leu His Glu Arg Leu Ala Lys Asp Ser Glu Lys Leu Lys 
65 70 75 80 

Glu Glu lie Gly Lys Glu Leu Glu Glu Leu Arg Ala Arg Leu Leu Pro 
85 90 95 

His Ala Asn Glu Val Ser Gin Lys He Gly Asp Asn Leu Arg Glu Leu 
100 105 110 

Gin Gin Arg Leu Glu Pro Tyr Ala Asp Gin Leu Arg Thr Gin Val Asn 
115 120 125 

Thr Gin Ala Glu Gin Leu Arg Arg Gin Leu Thr Pro Tyr Ala Gin Arg 
130 135 140 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



Met Glu Arg Val Leu Arg Glu Asn Ala Asp Ser Leu Gin Ala Ser Leu 
145 150 155 160 

i 

Arg Pro His Ala Asp Glu Leu Lys Ala Lys lie Asp Gin Asn Val Glu 
165 170 175 

Glu Leu Lys Gly Arg Leu Thr Pro Tyr Ala Asp Glu Phe Lys Val Lys 
180 185 190 

lie Asp Gin Thr Val Glu Glu Leu Arg Arg Ser Leu Ala Pro Tyr Ala 
195 200 205 

Gin Asp Thr Gin Glu Lys Leu Asn His Gin Leu Glu Gly Leu Thr Phe 
210 215 220 

Gin Met Lys Lys Asn Ala Glu Glu Leu Lys Ala Arg lie Ser Ala Ser 
225 230 235 240 

Ala Glu Glu Leu Arg Gin Arg Leu Ala Pro Leu Ala Glu Asp Val Arg 
245 250 255 

Gly Asn Leu Arg Gly Asn Thr Glu Gly Leu Gin Lys Ser Leu Ala Glu 
260 265 270 

Leu Gly Gly His Leu Asp Gin Gin Val Glu Glu Phe Arg Arg Arg Val 
275 280 285 

Glu Pro Tyr Gly Glu Asn Phe Asn Lys Ala Leu Val Gin Gin Met Glu 
290 295 300 

Gin Leu Arg Gin Lys Leu Gly Pro His Ala Gly Asp Val Glu Gly His 
305 310 315 320 

Leu Ser Phe Leu Glu Lys Asp Leu Arg Asp Lys Val Asn Ser Phe Phe 
325 330 335 

Ser Thr Phe Lys Glu Lys Glu Ser Gin Asp Lys Thr Leu Ser Leu Pro 
340 345 350 

Glu Leu Glu Gin Gin Gin Glu Gin Gin Gin Glu Gin Gin Gin Glu Gin 
355 360 1 365 

Val Gin Met Leu Ala Pro Leu Glu Ser 
370 375 
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(2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 84 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl.ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin.aire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

15 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: OLIGONUCLEOTIDE A 



20 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CTAGACATAT GGAGGTCAGT GCTGACCAGG TGGCCACAGT GATGTGGGAC TACTTCAGCC 60 
AGCTGAGCAA CAATGCCAAG GAGG 84 

25 

(2) INFORMATION PQUR LA SEQ ID NO; 4; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR; 94 paires debases . 

30 (B) TYPE: acide nucl.ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: Lin.aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

40 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide B 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

45 

CCGTGGAACA TOTCCAGAAA TCTGAACTCA CCCAGCAACT CAATGCCCTC TTCCAGGACA 60 
AACTTGGAGA AGTGAACACT TACGCAGGTG ACCG 94 

50 (2) INFORMATION POUR LA SEP ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LGNGUEUR: 86 paires debases 

(B) TYPE: acide nucl.ique 
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(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

5 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

10 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: OLIGONUCLEOTIDE C 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

15- 

CCACGGCCTC CTTGGCATTG TTGCTCAGCT GGCTGAAGTA GTCCCACATC ACTGTGGCCA 60 
CCTGGTCAGC ACTGACCTCC ATATGT 86 
20 (2) INFORMATION POUR LA SEP TT> NO- fr 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 92 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl.ique 

25 (O NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin,aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
30 (ui) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 
35 (A) ORGANISME: OLIGONUCLEOTIDE D 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
40 AATTCGGTCA CCTGCGTAAG TGTTCACTTC TCCAAGTTTG TCCTGGAAGA GGGCATTGAG 60 
TTGCTGGGTG AGTTCAGATT TCTGGAGATG TT 92 
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REVENDTCATTONS 

1. Polypeptide derive de Tapolipoproteine AIV humaine caracterise en ce 
qu'il comprend, par rapport & la sequence de Tapolipoproteine AIV humaine SEQ ID 
n° 2, au moins une des modifications suivantes : 

5 (a) une mutation ponctuelle portant sur un residu f onctionnel, et/ou, 

(b) une deletion d'une extremity terminale d ! au moins 10 acides amines, et/ou, 

(c) une deletion d'une helice ou tfune pake dli&ices, et/ou, 

(d) une partie additionnelle heterologue possedant une activite biologique diff&ente 
ou complementaire de celle de TapoAIV, ou une propriety de marqueur, de cibleur 

10 oudestabilisateur. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caract€ris6 en ce qu'il comprend au 
moins une modification selon (a) et (b). 

3. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend au 
moins une modification selon (a) et (c). 

15 4. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend une 

modification selon (a), (b) ou (c) associSe a une modification selon (d). 

5. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que le 
residu f onctionnel est choisi parmi les residus charges, les residus sites de 
glycosylation et les residus impliques dans des ponts disulfure. 

20 6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que Ie residu 

fonctionnel est choisi parmi les residus suivants : acide aspartique en position 5, 44, 
106, 153 ; glutamine en position 37, 194 ; asparagine en position 39 ; lysine en 
position 73, 84, 103, 169, 178 ; acide glutamique en position 76, 81, 87, 99, 131, 
164, 187, 230 ; alanine en position 22 ; proline en position 139, 161 ; et serine en 

25 position 154. 

7. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise en ce qu"il est 
choisi parmi les polypeptides suivants decrits dans les exemples : P(AN13,R93G), 
P(AN13), P(tagAN13), P(R93G), P(AC44), P(tagAC44), P(AC194), P(AN182), 
P(Ahl-2), P(tagAhl-2), P(Ah7-8), P(tagAh7-8), P(Ah9-10), P(tagAh9-10), P(Ahll- 
30 12), P(tagAhll-12). P(Ahll-12,L87M), P(Ahl3-14), P(tagAhl3-14), P(Ah5-6), 
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P(tagAh5-6), P(D44F), P(D44A), P(D5S). P(D5K), P(K178Y), P(K178A), et 
P(E230K). 

8. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon 1'une 
quelconque des revendications 1 a 7, 

5 9 ' Sequence nucleotidique selon la revendication 8 caracterisSe en ce qu'il 

s'agit d'une sequence d'ADNc, d'ADNg, d'ARN ou d'une sequence synthetique ou 
semi-synthetique. 

10. Sequence nucleotidique selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une sequence d'ADNc. 

10 H- Vecteur comprenant une sequence nucleotidique selon 1'une des 

revendications 8 a 10. 

12. Cellule recombinante contenant un vecteur selon la revendication 11. 

13. Precede de preparation d'un polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 7 caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante selon 

15 la revendication 12 et on recupere le polypeptide produit 

14. Utilisation d'un polypeptide selon 1'une quelconque des revendications 1 
a 7 pour la preparation de molecules non peptidiques ou non exclusivement 
peptidiques actives pharmacologiquement sur les niveaux plasmatiques de 
cholesterol, par determination des elements structuraux de ce polypeptide qui sont 

20 importants pour son activite, et reproduction de ces elements par des structures non- 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques. 

15. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 
selon 1'une quelconque des revendications 1 a 7, ou une ou plusieurs sequences 
nucleotidiques selon 1'une des revendications 8 a 10, ou une ou plusieurs molecules 

25 preparees selon la revendication 14. 

16. Composition selon la revendication 15 destinee au traitement ou a la 
prevention des affections liees aux hypercholesterolemies. 
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17. Composition selon la revendication 16 destinee au ralentissement de la 
formation de plaques d'atherome, et/ou a la regression des plaques d'atherome et/ou a 
la diminution des risques d'accidents coronariens. 
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